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дикала. Внесение в систему пигментной фракции в количестве
100 мкл вызвало снижение восстановления NBT синего на 31–
56%. Следовательно, сине-зеленые пигменты способны не толь-
ко генерировать супероксидный радикал, но и вызывать его транс-
формацию. Это обстоятельство побудило нас исследовать дей-
ствие фракций пигментов на протеолитические реакции.

Для исключения возможных примесей собственных протеаз
и иных белков микроорганизма фракции пигмента диализовали
в течение 24 ч при температуре 4°С через целлофановую мембра-
ну против деонизированной воды. Подвергнутые такой обработ-
ке образцы фракции сине-зеленого пигмента подавляли плаз-
миногенактиваторную способность урокиназы на 55–67, а стреп-
токиназы – на 35–60%. Фракции пигментов существенно угне-
тали расщепление сывороточного альбумина Ґ-химотрипсином и
папаином на 40–69%, трипсином, субтилизином и металлопро-
теиназой Bac. megaterium на 20–65%. Эффективность фракций
пигментов отдельных штаммов в отношении различных протеи-
наз была неодинакова. Причины подобных различий требуют про-
ведения дальнейших исследований. Возможно, они обусловлены
наличием в составе пиовердина остатков аминокислот и олиго-
пептидов, различающихся по длине цепи. В отдельных экспери-
ментах нами зафиксировано, что фракции пиоцианина (в т.ч.
полученная путем экстракции хлороформом) и пиовердина спо-
собны вызывать лизис белков в тонком слое агарового геля.
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ОСОБЕННОСТИ ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИХ
ПРОЦЕССОВ КЛЕТКИ CORYNEBACTERIUM
DIPHTHERIAE

Никандров В.Н.1,2, Пыжова Н.С. 1
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The original results of own researches of the cleavage of protein
substrates (fibrin(ogen), thrombin, casein, hemoglobin, gelatin,
serum albumin) by extra- and intracellular proteinases of four
reference toxigenic and non-toxigenic strains of Corynebacterium
diphtheriae and inhibitory analysis are presented. The features
of proteolytic properties of purified samples of diphtheria toxin
are described. The ability of PW-8 strain of production of protein
substances with proteolysis effector properties is demonstated.

Дифтерия является тяжелым инфекционным заболеванием, од-
нако свойства возбудителя дифтерии изучены далеко не полно-
стью. Немногочисленные и фрагментарные данные литературы
свидетельствуют о том, что клетки Corynebacterium diphtheriae
имеют внутриклеточные и секретируемые протеиназы.

Методом лизиса фибриновых пластин, а также по лизису
фибриногена, казеина, тромбина, гемоглобина, сывороточно-
го альбумина или желатина в тонком слое агар-агара изучена
активность протеиназ разрушенных клеток или бесклеточных
супернатантов бульонных (Лингуда, Мартена) культур Cor.
diphtheriae, шт. 4895, 10648, PW-8, ВВ-1–9.

Внеклеточные протеиназы [1]. Фибринолитическая, но не
гемоглобинолитическая активность супернатантов в первые сут-
ки полностью исчезала или снижалась, что наводит на мысль о

секреции молодыми микробными популяциями ингибиторов
отдельных протеиназ. Затем эта активность заметно нарастала
с проявлением нескольких видов зависимости: максимум фиб-
ринолитической активности совпадал с наибольшим уровнем
биомассы (шт. 4895); опережал максимум биомассы (шт. 10648
и PW-8), и, наконец, запаздывал за накоплением микробных
клеток (шт. ВВ-1–9). Динамики фибринолитической и гемог-
лобинолитической активностей не совпадали. Протеиназы су-
пернатантов культуральной жидкости всех штаммов корине-
бактерий чувствительны к р-хлормеркурибензоату (РСМВ) и
о-фенантролину, на 42–100% подавлялись ЭДТА, но не всегда
ингибировались этанолом (особенно шт. ВВ-1–9) и фенилме-
тилсуфонилфторидом (РМSF). У шт. 4895 и 10648 PMSF выз-
вал даже проявление или резкое увеличение протеолитической
активности [1]. Этот обнаруженный парадоксальный эффект
нуждается в дальнейшем изучении.

Внутриклеточные протеиназы. Наиболее интенсивно они гид-
ролизовали желатин, за исключением протеиназ шт. 10648,
сильнее расщеплявших казеин. Фибрин же и тромбин интен-
сивно расщепляли только протеиназы высокотоксигенного шт.
PW-8. Гидролиз тромбина протеиназами шт. 4895 отчетливо
наблюдался, начиная лишь с 3-х суток роста культуры. Токси-
генный шт. BB-1–9 не расщеплял и фибриноген [2].

В оптимальных для токсиногенеза условиях протеиназы шт.
PW-8 расщепляли белки, образуя ряд: желатин > фибриноген >
тромбин = казеин > фибрин. При росте на бессывороточной
среде Лингуда без отбора R-форм колоний ряд иной: казеин =
тромбин > сывороточный альбумин > желатин = фибриноген, а
в неоптимальных для токсиногенеза условиях в присутствии
сыворотки крови зависимость имела вид: фибриноген > сыво-
роточный альбумин = казеин > желатин > тромбин [2]. В этих
случаях фибрин не расщеплялся.

В оптимальных для токсигенеза условиях активность внут-
риклеточных протеиназ не угнеталась PMSF, за исключением
шт. 4895 (подавление составило 37%), в ряде случаев лизис
белков субстратов даже усиливался в 1,23–4,7 раз. При этом
протеолиз сильно угнетался РСМВ. Это очень характерно для
штамма PW-8. Действие эффектора не проявлялось при рас-
щеплении желатина шт. BB-1–9 и фибриногена шт. 10648.
При утрате у колоний морфологических признаков токсиген-
ности внутриклеточные протеиназы шт. PW-8 подавлялись как
раз PMSF и были менее чувствительны к PCMB.

ЭДТА полностью подавлял лизис фибрина протеиназами шт.
PW-8. В остальных случаях ингибирование не превышало 50%.
О-фенантролин протеиназы PW-8 угнетал на 80-100%. В осталь-
ных же случаях его эффект не превышал 50% либо отсутствовал.

Перехватчики синглетного кислорода подавляли расщеп-
ление фибриногена, казеина, желатина на 21-57% либо не вли-
яли на него. Исключением являлось полное подавление ази-
дом желатинолитической активности протеиназ шт. PW-8R. Пе-
рехватчики НО-радикала не влияли на фибриногено(казеино)-
литическую активность протеиназ штаммов, на 22–30% угне-
тая расщепление желатина. Специфический перехватчик О2-
радикала – нитротетразолиевый синий (NBT) полностью бло-
кировал гидролиз всех белков протеиназами обоих штаммов.
Действие других перехватчиков – адреналина и супероксид-
дисмутазы зависело от расщепляемого белка: фибринолиз по-
давлялся полностью, а лизис остальных белков угнетался лишь
на 20-40%. Весьма характерно для шт. PW-8 (но не для неток-
сигенного 4895) полное подавление его протеолитической ак-
тивности ароматическим соединением – НОQ.

Протеолитическая активность токсина. Образцы дифтерий-
ного токсина шт. PW-8 (выделены методом солевого фракцио-
нирования и адсорбционной хроматографии, LD50 на монослой-
ных культурах фибробластов эмбрионов кур – 1,31 нг/мл, элек-
трофоретическая гомогенность Ѓ 95%) не расщепляли фибрин и
не активировали прочно сорбированный на нем плазминоген.
Они медленно активировали водорастворимый плазминоген, по-
давляли фибринолитическую активность химотрипсина, папа-
ина [3].Токсин практически не влиял на активаторные свойства
стрептокиназы, тканевого активатора плазминогена, фактора роста
нервов, а также на фибринолитическую активность пепсина [4].
В 0,01 М фосфатном буфере рН 7,4 образцы дифтерийного ток-
сина расщепляли фибриноген, желатин, сывороточный альбу-
мин быка. Эта активность токсина блокировалась добавками NBT
(10–2 М), но в отличие от внутрилеточных протеиназ, была мало
чувствительна к адреналину, супероксиддисмутазе, перехватчи-
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кам ОН-радикала, синглетного кислорода, к HOQ. В водно-
солевом растворе PMSF, PCMB, комплексоны слабо влияли
(± 10–15%) на фибриногенолитическую активность токсина.
Лишь ионы Hg2+ угнетали ее на 65%. Обработка токсина 4 М
мочевиной вела к угнетению протеолиза PMSF и о-фенант-
ролином на 20–22%, а ионами Hg2+ – полностью, тогда как
обработка 80% диметилсульфоксидом усилила ингибирова-
ние PMSF, ЭДТА и K4FeCN6 до 40–60%, а также на 36%
увеличила протеолитическую активность в присутствии диэ-
тилдитиокарбамата. Фибриногенолитическая активность мало
изменялась в присутствии РСМВ, азида или цианида.

Эффекторы протеолиза. Супернатанты трехсуточной куль-
туры Cor. diphtheriae шт. PW-8, выращенной на бульоне Лин-
гуда или бульоне Мартена, обрабатывали трихлоруксусной кис-
лотой, осадки растворяли в 0,06М фосфатном буфере рН 7,4
(буфер-растворимая фракция, БФ), а их нерастворившуюся
часть – при добавлении NaOH с последующей нейтрализаци-
ей (щелочерастворимая фракция, ЩФ) [5]. ЩФ подавляла фиб-
ринолитическую активность папаина и пепсина на 50–75%,
плазмина – на 40%, Ґ-химотрипсина – на 20–30% и увеличи-
ла плазминогенактиваторную способность стрептокиназы на 35–
52%, тканевого активатора плазминогена на 75–155%. Фрак-
ции БФ была менее эффективны. Обе фракции увеличивали
плазминогенактиваторную способность є-субъединицы факто-
ра роста нервов на 30–50%. Лишь подобная способность Є-
субъединицы фактора угнеталась на 50–65% добавками ука-
занных фракций. Наиболее сильное угнетение (на 95%) на-
блюдалось под действием ЩФ, выделенной из культуры, вы-
ращенной на бульоне Мартена.

Выводы
Совокупность изложенных оригинальных фактов раскры-

вает новые аспекты молекулярных основ патогенности возбу-
дителя дифтерии.
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МОЛЕКУЛЯРНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ВИРУСОВ
КОРИ, ИЗОЛИРОВАННЫХ В РЕСПУБЛИКЕ
БЕЛАРУСЬ В 2004–2007 ГГ.
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During 2004–2007 in Belarus 7 different genetic variants of
measles virus were isolated. The virus of D6 genotype (variant
Turkey), isolated in 2004, was imported from Armenia. All
47 viruses, revealed in 2006, belonged to genotype D6 (variant
Ukraine) but formed 5 different genetic lineages. The virus
revealed in 2007 was imported from Thailand and belonged
to genotype D5.

Вирус кори представлен единственным серотипом и при-
меняемые вакцины, созданные на основе штамма Эдмон-
стон и его производных, обеспечивают защиту против всех
циркулирующих вирусов кори. Несмотря на выраженную
стабильность вируса кори, существующая гетерогенность
среди различных штаммов диких вирусов кори дает воз-
можность проведения молекулярно-эпидемиологических
исследований, позволяющих определять генотип циркули-

рующих вирусов, их филогенетические взаимоотношения
с вирусами, распространенными в других странах, опреде-
лять пути вирусной трансмиссии, дифференцировать мест-
ные и завозные случаи инфекции.

Исследования, направленные на выделение вирусов кори
от больных с их последующим молекулярно-генетическим изу-
чением проводятся в Беларуси с 2004 г. в рамках выполнения
программы Европейского бюро ВОЗ по элиминации кори к
2010 г. и аналогичной национальной программы.

Материалы и методы.
Клиническим материалом, используемым для обнаружения

вируса кори, служили мононуклеары периферической крови, по-
лученные из венозной гепаринизированной крови методом фло-
тации в градиенте плотности фикол-верографина (1,077), и сы-
воротка крови больных корью. Всего за период 2004–2007 гг.
вирусологически обследовано 87 больных корью (по 1 в 2004,
2005 и 2007 гг., 84 – в 2006 г.) с серологически подтвержден-
ным диагнозом (выявлены IgM-антитела к вирусу кори).

Выделение вирусов кори проводили из фракции мононуклеа-
ров периферической крови в культуре клеток Vero-SLAM (линия
клеток Vero, экспрессирующая специфический коревой рецептор
человека CDw150), любезно предоставленной доктором Yusuke
Yanagi (Медицинский факультет университета Киушу, Япония).
Если вирус кори изолировать в культуре клеток не удавалось, пред-
принимались попытки обнаружения вирусной РНК непосредствен-
но в клиническом материале с использованием гнездовой ПЦР.

Выделение вирусной РНК проводили с помощью набора
«QIAamp Viral RNA Mini Kitª (Qiagen, Нидерланды). Ампли-
фикацию кДНК вируса кори из вируссодержащей культураль-
ной жидкости или непосредственно из мононуклеаров пери-
ферической крови либо сыворотки крови больных выполняли
в гнездовой ПЦР со стадией обратной транскрипции [2]. Сек-
венирование фрагмента N-гена длиной 450 нуклеотидов (нук-
леотиды 1233–1682) проводили с использованием коммерчес-
кого набора «Thermo Sequenase Cy 5 Dye Terminator Sequencing
Kitª (Amersham Biosciences, США). Анализ нуклеотидных пос-
ледовательностей и построение филограмм выполняли с помо-
щью программ «BioEditª и «Mega версии 3.1ª.

Результаты и обсуждение. Исследование клинического ма-
териала позволило выделить вирус кори в культуре клеток от
45 больных. Вирус удалось выделить только из мононуклеар-
ных клеток, полученных из венозной крови, собранной не
позднее 8-го дня с момента появления сыпи.

Для 20 образцов (19 образцов мононуклеарных клеток, из
которых вирус выделить не удалось, и 1 сыворотка крови) была
предпринята попытка детекции вирусной РНК непосредствен-
но из клинического материала с использованием гнездовой ПЦР
со стадией обратной транскрипции. Как известно, этот метод
позволяет не только выявлять РНК вируса кори, но и полу-
чать фрагмент генома, достаточный для генотипирования [3].
РНК вируса кори была выявлена в 9 (45,0±11,4%) из 20 иссле-
дованных образцов, в том числе и в сыворотке крови.

На основании результатов секвенирования нуклеотидных
последовательностей фрагмента N-гена длиной 450 нуклеоти-
дов 49 вирусов кори и последующего филогенетического ана-
лиза установлено, что в течение 2004–2007 гг. на территории
Республики Беларусь были обнаружены 7 различных генети-
ческих вариантов вирусов кори.

Изолированный в 2004 г. вирус кори был выделен от боль-
ной, заболевшей корью после возвращения из Армении. Как из-
вестно, в 2004 г. в Армении имела место достаточно крупная
вспышка кори (более 1000 заболевших). Результаты секвенирова-
ния N-гена этого вируса свидетельствовали о его принадлежнос-
ти к генотипу D6 (вариант Турция). Известно, что в 2004 г. в
США был зарегистрирован также завозной случай кори из Арме-
нии. Выделенный от больного вирус принадлежал тому же гене-
тическому варианту (генотип D6, вариант Турция). Несмотря на
то, что ни один из больных корью в Армении не был вирусоло-
гически обследован, результаты обследования двух случаев кори,
завезенных из Армении (одного – в Беларуси, другого – в США),
позволяют утверждать, что вспышка кори в Армении в 2004 г.
была вызвана вирусом кори генотипа D6.

В течение 2006 г., когда в Республике Беларусь отмечалась относи-
тельно небольшая вспышка кори – 149 случаев, вирусы кори были
выявлены у 52 больных [1,4]. При сравнении нуклеотидных последова-
тельностей фрагмента N-гена 47 секвенированных вирусов кори с рефе-
ренс-штаммами было установлено, что все выявленные в стране вирусы


